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ALS2  amyotrophic lateral sclerosis 2 
MND  Motor neuron disease 
UMN  upper motor neuron 
LMN  lower motor neuron 
GEF  guanine nucleotide exchange factor 
RLD  RCC1-like domain 
DH/PH  Dbl homology and pleckstrin homology 
VPS9  Vacuolar protein sorting 9  
GAP  GTPase activating protein   
MORN  membrane occupation and recognition nexus 
FRET  fluorescence resonance energy transfer 
GFP  green fluorescent protein 
YFP  yellow fluorescent protein 
RFP  red fluorescent protein 
NMJ  neuromuscular junction 
Ubi  Ubiquitin 






















































































































Figure 1 これまでに同定されてきた家族性 ALS 原因遺伝子とその分子機能 
家族性 ALS と孤発性 ALS の原因遺伝子のリストである。家族性 ALS はほと
んどの場合常染色体優性遺伝の形式をとる。一方、Alsin/ALS2（赤で示したボッ
クス）と Spatacsin の欠損は劣性遺伝の形式をとる MNDs の原因となる。図
中の略号を以下に示す。 TDP-43: TAR DNA-binding protein 43; TAF15: 
TATA-binding protein associated factor 15; VAPB: Vesicle-associated membrane 
protein-associated protein B and C; NFH: Neurofilament heavy chain; SOD1: 
Superoxide dismutase 1; VCP: Valosin-containing protein; CHMP2B: Charged 
multivesiular body protein 2b; C9ORF72: Chromosome 9 open reading frame 72. 



































Figure 2  ALS2 のドメイン構造図と ALS2 ノックアウトマウスの特徴 
(A) ヒト ALS2 タンパク質のドメイン構造を示している。矢印はこれまでに同
定されたの突然変異を示している。 
(B) ALS2 ノックアウトマウスの行動レベルでの表現型のまとめを示す。NS: 






















Figure 3 ALS2 が活性を制御する Rab5 タンパク質の機能 
（左側）成熟した運動神経の模式図。成熟した神経細胞は複数の樹状突起と一
本の軸索を伸ばす。Hadano et al (2007) を改変した。 











































Figure 4 ヒトとショウジョウバエの Rab5-GEFs と GAPs  
ヒト Gapex-5 とそのショウジョウバエホモログの CG1657 は RasGAP
ドメイン（青色のボックス）と VPS9 ドメイン（赤色のボックス）を有す
る。Rabex-5 と dRabex-5 には A20-like zinc finger（ピンク色のバー）と 
VPS9 ドメインを有する。Rin1 とそのショウジョウバエホモログの Sprint 
は Src homology 2 ドメイン（SH2; 水色のボックス）、VPS9 ドメイン、そ
して RA ドメイン（茶色のボックス）を有する。 ヒト ALS2 は 5 つの 
 ３１ 
RCC1-like repeats （amino acids 93-122、109-165、170-216、527-574、
そして 579-625）からなる RCC1-like ドメイン（RLD）、Dbl homology ド
メイン（DH; amino acids 695-882）、pleckstrin homology ドメイン（PH; 
amino acids 935-1003）、7 つの MORN モチーフ （amino acids 1049-1071、
1072-1094、1100-1122、1123-1143、1151-1166、1198-1220、 そして 
1221-1244）、そして VPS9 ドメイン (amino acids 1552-1654) を有する。
dALS2 は 2 つの RCC1-like repeats（amino acids 258-361 と 308-361）
からなる RLD ドメイン、PH ドメイン (amino acids 617-719)、6 つの 
MORN repeats（amino acids 744-765、766-786、789-805、817-835、839-855、
そして 863-855）、そして VPS9 ドメイン (amino acids 1373-1481) を有
する。Pfam を用いて dALS2 のドメイン予測をしたが、DH ドメインは検
出されなかった。 
 RN-tre と RabGap-5 は共通して Tre-2, Bub2, and Cdc16 ドメイン
（TBC ドメイン; 紫色のボックス）を有する。RabGap-5 と そのショウジ
ョウバエホモログ、CG11241 は Src homology 3 ドメイン（SH3 ドメイン; 






































Figure 5 dALS2 は Rab5 の GEF 活性を示す 
(A) Rab5 の活性化検出用 FRET プローブ (Raichu-Rab5) の模式図。左は
GDP 結合型を、右は GTP 結合型を示す。このプローブはアミノ末端側か
ら、改変型黄色蛍光色素 (YFP) である Venus、初期エンドソームタンパク
質 EEA1 のアミノ末端側の Rab5 結合ドメイン (RBD)、改変型シアン蛍光
タンパク質 (CFP) である SECFP、そしてヒト Rab5a をタンデムに繋げ
て設計されている。プローブ内の Rab5 が GEF の作用で GTP 結合型に
 ３３ 
なると 525 nm/475 nm の蛍光強度比で示される FRET 効率が上昇する。
Kitano et al. (2008) を改変した。 
(B) S2 細胞を用いた dALS2 の GEF 活性測定。１回の測定で 70 細胞以




Raichu-Rab5[WT] を発現させて得られたデータの検定は *** (P<0.001; 
ANOVA with Bonferroni) で示し、Raichu-Rab5[S34N] を発現させて得られ
た２つの試料間の P 値は 0.852 (student’s t-test) だった。実験を３回繰り
返し、いずれも同じ傾向を示した。どの実験でも Raichu-Rab5[WT] と 


















Figure 6 ヒトとショウジョウバエの ALS2 のドメイン構造図と VPS9 ドメ
インのアミノ酸配列 
(A) ヒト ALS2 とショウジョウバエ CG7158 (dALS2) のドメイン構造を示す
（Figure 4 も参照のこと）。dALS2 の VPS9 ドメインの中に保存されたアミ
ノ酸をアラニンに置換した（P1425A と L1439A）。  
(B) ヒトとショウジョウバエの Rab5 GEFs が共通して持つ VPS9 ドメイ
ンのアミノ酸配列を比較した。ヒト ALS2 とショウジョウバエ CG7158 をア
スタリスクで示した。8 つの GEFs すべてに保存されたアミノ酸を黒色ボッ
クスと白字で、5 つから 7 つの GEFs で保存されたアミノ酸を灰色ボック







Figure 7 dALS2 近傍のゲノム構造図と dALS2 の発現の検出  
(A) dALS2 の exon/intron 構造と本研究で分離した dALS2 突然変異体ア
リルのゲノム構造を示す。オレンジのボックスは coding sequence を、グ
レーのボックスは非翻訳領域を示す。三角形は本研究で用いたトランスポゾ





(B) RT-PCR 解析による dALS2 mRNA の検出。周囲のゲノム配列を欠失す
ることなく  P 因子が切り出された野生型  (Ex101/Ex101) からは dALS2 
mRNA を検出し、dALS2 変異体 (Ex44/Ex44) からは検出されなかった。
コントロールとして Actin 5C mRNA を用いた。 
(C) dALS2 のドメイン構造と、抗体を作製する際に用いた抗原（N1 と C2）。
dALS2 タンパク質を検出するため、アミノ末端側を認識する抗体 (N1) と
カルボキシル末端側を認識する抗体 (C2) を作製した。アリル Ex44 では、
アミノ末端から少なくとも矢印で示した位置までに相当する領域を欠損す
る。 
(D) S2 細胞の破砕液からの dALS2 タンパク質の検出（左側）と成虫頭部
からの  dALS2 タンパク質の検出（右側）。S2 細胞に pDA-Gal4 のみを











Figure 8 dALS2 の発現パターン 
(A) stage 13 と stage 17 の胚の模式図。横から見た像で、左が前側で右が
後ろ側。紫色の器官は中枢神経系全体を示す。括弧は腹側神経節を示し、脊
椎動物の脊髄に相当する。 
 Fly Atlas (http://www.sdbonline.org/sites/fly/atlas/0809.htm) より引用。 
(B) dALS2 プローブを用いた in situ ハイブリダイゼーションの結果。stage 



























































規則正しく各筋肉に投射して神経筋接合部 (neuromuscular junction/NMJ) 
を形成する（Kohsaka et al., 2012）。右の像は、青枠付近の腹側領域を観察
したもので、HRP 抗体で神経細胞の細胞膜を標識している。腹部体節では
半体節あたり 30 本の筋肉が規則正しく配列されており、muscle 1 から 
muscle 30 まで名づけられている。本研究では主に、muscle 4 と muscle 
6/7 に絞って解析を行った。A1: abdominal 1（腹部第一体節）、A2: abdominal 
2（腹部第二体節）。 
(B) muscle 6/7 の NMJ の代表例を示す。上から順に、HRP 抗体で軸索の
細胞膜を標識した像、Bruchpilot (Brp) 抗体で軸索前末端にある active zone 
を染色した像、そしてこの２つをマージさせた像を示す。白枠で囲んだ領域
を拡大した像を右に示す。粒状で、かつ Brp 陽性な構造を bouton とみな
し、個数を調べた。白矢印は個々の bouton を指す。筋肉面積を定量し、
bouton 数を筋肉の面積で補正した値を算出した（Figure 10）。スケールバ

















































Figure 10  3 齢幼虫の NMJ 表現型 
 ４１ 
(A, E) 腹部第二体節の muscle 6/7 のプレシナプス構造 (A) と muscle 4 の
プレシナプス構造 (E) を示す。いずれも HRP（緑色）と Brp 抗体（マゼン
タ色で示されているが、緑色と重なったところでは白く見えている）で共染
色している。スケールバーは 20 μm。 
(C) Mhc-CD8-Sh:YFP (Zito et al., 1999) を用いて、muscle 6/7 のポストシ
ナプス構造を可視化した像。 
(G, H) 運動神経の軸索を mCD8:GFP で標識し、ライブイメージングした
像。Rab5[S35N] を運動神経で発現させた個体  (H) とコントロール (G)。
腹部第二体節の muscle6/7 を観察している。 
(B, D, F) 定量的解析の結果を示す。Bouton 数を投射先の筋肉の面積で補正
した。それぞれのバーは平均値を示す。**: P<0.01 ***: P<0.001 (ANOVA with 
Tukey’s HSD posthoc test).  
遺伝子型は以下の通りである。 
(A, B) Ex101/Ex101 (wild type), Ex44/Ex44 (dALS2-/-) 
(C, D) Mhc-CD8-YFP:Sh/Mhc-CD8-YFP:Sh; Ex101/Ex101 (Control), 
Mhc-CD8-YFP:Sh/Mhc-CD8-YFP:Sh; Ex54/Ex54 (dALS2-/-) 
(E, F) OK371-Gal4/UAS-mmRFP (Control), OK371-Gal4/+; 
UAS-Rab5[S34N]/+ (Rab5S34N), OK371-Gal4/+; UAS-GFP:Rab5[WT]/+ 
(Rab5WT), OK371-Gal4/UAS-3HA:dALS2[WT] (dALS2WT)  
(G) OK371-Gal4 UAS-mCD8:3xEGFP/UAS-mmRFP]  





































Figure 11 成虫メスの腹部に投射する運動神経軸索末端の表現型   
羽化後 3-4 日のメス (A, F, G) と羽化後 2 週齢のメス (B-E) の結果を示
す。 
(A) 低倍で野生型の側板と腹板に投射する運動神経の軸索を観察した像。青
色矢印は気門を示す。A4: abdominal 4（腹部第四体節）、A5: abdominal 5（腹
部第五体節）。 





(C-E) 定量データ。エリアサイズ (C)、軸索あたりの bouton 数 (D)、そし
てエリアサイズで補正した bouton 数 (E) を示す。**: P<0.01 (student’s 
t-test).  
(F, G) 腹側正中線（マゼンタの破線）付近に投射する軸索末端の観察像。
Rab5[S35N] を運動神経で発現させた個体  (G) とコントロール (F)。両遺
伝子型の青枠で囲った領域に侵入する軸索末端に注目。 
遺伝子型は以下の通りである。 
(A) OK371-Gal4 UAS-mCD8:3xEGFP/OK371-Gal4 UAS-mCD8:3xEGFP  
(B-E) OK371-Gal4 UAS-mCD8:3xEGFP/OK371-Gal4 UAS-mCD8:3xEGFP; 
Ex101/Ex101 (wild type), OK371-Gal4 UAS-mCD8:3xEGFP/OK371-Gal4 
UAS-mCD8:3xEGFP; Ex44/Ex44 (dALS2-/-) 
(F) OK371-Gal4 UAS-mCD8:3xEGFP/UAS-mmRFP 
(G) OK371-Gal4 UAS-mCD8:3xEGFP/+; UAS-Rab5[S34N]/+  

















































Figure 12 dALS2 変異体でのクラスⅣ da neuron の表現型 
(A-C) Rab5 の機能を喪失したクラスⅣ da neuron (ddaC) は樹状突起が著し
く短くなる。 (A) 野生型 ddaC の像。(B) Rab52のホモ接合 ddaC の像。(C) 
野生型 ddaC に Rab5[S34N] を発現させ、Rab5 の機能を阻害させた 
ddaC の像。Satoh et al (2008) を改変した。 
(D, E) 野生型３齢幼虫の ddaC の代表例 (D) と dALS2 変異体の ddaC 
の代表例 (E) を示す。元画像の上に、実際に樹状突起で覆われた受容野（水
色）と半体節の背側領域（赤枠）を重ねている。突起全長 (Total length/TL) 
と coverage index (CI) を定量した (Parrish et al., 2009)。用いた遺伝子型
は、[Gr28b.c-Gal4 UAS-mCD8:GFP/+; Ex101/Ex101] (D) と [Gr28b.c-Gal4 
UAS-mCD8:GFP/+; Ex44/Ex44] (E) である。  
(F) 神経細胞の突起全長（左）、分岐数（中央）、そして coverage index（右）
を定量化した。*: P<0.05; **: P<0.01 (student’s t-test).  



















Figure 13 運動能アッセイの一つ Negative geotaxis assay  
(A) 成虫をバイアルの底面に落として 5 秒後に撮影した像を示す。コントロ
ール (OK371-Gal4 UAS-mCD8:3×EGFP/UAS-mmRFP) の成虫は壁を速や
かに登っていく（左側）のに対し、Rab5[S34N] を運動神経で発現させた成
虫 (OK371-Gal4 UAS-mCD8:3×EGFP/+; UAS-Rab5[S34N]/+) はほとんど
登ることができない（右側）。(B) Negative geotaxis assay の模式図。この
場合では、climbing pass rate は 70% である。(C and D) 羽化後 4 週齢の
野生型 (Ex101/Ex101) と dALS2-/- (Ex44/Ex44) の運動能を示す。写真はそ
 ４７ 



























Figure 14 dALS2 変異体は加齢依存的に運動能が低下する 
オスとメスそれぞれについて各加齢時期に Negative geotaxis assay を行い、
Wild type と dALS2-/- の運動能を調べた。wild type として Ex101/Ex101 
(A)、または  Ex95/Ex95 (B) を用いた。  dALS 変異体として、いずれも 






















Figure 15 dALS2 変異体の幅広い組織で dALS2 トランスジーンを発現
させると、運動能の低下は回復する  
Ubi-Gal4 を用いて dALS2 トランスジーンを広範囲に発現させて、dALS2-/- 
の運動能低下の表現型が回復するかどうか検証した。羽化後 1 週齢 (A) と
羽化後 2 週齢 (B) の成虫を用いて、Negative geotaxis assay を行った。用
いた遺伝子型は各グラフの左から順に以下のとおりである。 
 ５０ 
Ubi-Gal4/UAS-mmRFP; Ex101/Ex101 (Ubi>RFP; WT)  
Ubi-Gal4/UAS-dALS2; Ex101/Ex101 (Ubi>dALS2; WT)  
Ubi-Gal4/UAS-mmRFP; Ex44/Ex44 (Ubi>RFP; dALS2-/-) 
Ubi-Gal4/UAS-dALS2; Ex44/Ex44 (Ubi>dALS2; dALS2-/-)  
マゼンタのアスタリスクは野生型 (Ubi>RFP; WT) と比べたときに、統計的
な有意差があることを示す。青色のアスタリスクは、dALS2 変異体 
(Ubi>RFP; dALS2-/-) と比べたときに統計的な有意差があることを示す。*: 
P<0.05; **: P<0.01; NS: Statistically not significant (P > 0.05)。分散解析には 
ANOVA with Tukey’s HSD posthoc test を用いた。グラフの上段右側で、











































Figure 16 運動神経 Gal4 系統を用いた運動能低下の表現型回復実験  
OK371-Gal4 を用いて dALS2 トランスジーンを広範囲に発現させて、 
dALS2-/- の運動能低下の表現型が回復するかどうか調べた。羽化後 1 週齢 
(A) と羽化後 2 週齢 (B) の成虫を用いて、Negative geotaxis assay を行っ
た。用いた遺伝子型は各グラフの左から順に以下のとおりである。 
 ５２ 
OK371-Gal4/UAS-mmRFP; Ex101/Ex101 (OK371>RFP; WT) 
OK371-Gal4/UAS-dALS2; Ex101/Ex101 (OK371>dALS2; WT) 
OK371-Gal4/UAS-mmRFP; Ex44/Ex44 (OK371>RFP; dALS2-/-) 
OK371-Gal4/UAS-dALS2; Ex44/Ex44 (OK371>dALS2; dALS2-/-) 
マゼンタのアスタリスクは野生型 (OK371>RFP; WT) と比べて統計的な有
意差があることを示す。青色のアスタリスクは dALS2 変異体 (OK371>RFP; 
dALS2-/-) と比べて統計的な有意差があることを示す。 *: P<0.05; **: P<0.01; 
NS: Statistically not significant (P > 0.05). 分散解析には、ANOVA with Tukey’s 



















Figure 17 ALS2/alsin のオートファジーにおける分子機能 
細胞質において、ALS2 は細胞膜ラッフルに輸送され、そしてマクロピノソ
ーム（図右上）に局在する。そして、そこで新たに形成されるマクロピノソ
ーム上で Rab5 を活性化し、Rab5 のエフェクターである EEA1 やその他
のタンパク質（ここでは示されていない）がリクルートされるのを促進して




る。形成されたアンフィソームは後期エンドソーム (late endosome/LE) へ
と成熟し、最終的にはリソソームと融合する。そこで、ポリユビキチン化タ




































Figure 18 dALS2 変異体の加齢化は促進していない 
(A) 羽化後 3-4 日と羽化後 2 週齢の成虫脳のホールマウント染色像。ポリ
ユビキチンを染色した。(B) 羽化後 1 週齢もしくは 3 週齢の成虫頭部から調
製した破砕液を泳動し、ポリユビキチン抗体、アクチン抗体、そして p62 抗
体を用いて各タンパク質の検出を試みた。右のブロット像の矢印は、p62 の







Figure 19 寿命アッセイ 
野生型（マゼンタ）と dALS2-/-（青）の成虫を通常条件で飼育したときの、生存
率の低下を調べた。A、C、そして E はオスの生存率を、B、D、そして F は
 ５６ 
メスの生存率を示す。野生型として A と B では Ex101/Ex101 を、C から F 
では Ex95/Ex95 を用いた。 dALS2-/- として A から D では Ex44/Ex44 を、







Figure 20 トランスジーンの発現による dALS2 突然変異体 (Ex44/Ex44) 
が示す寿命延長表現型のレスキュー実験の試み 
Ubi-Gal4 を用いて、dALS2 突然変異体 (Ex44/Ex44) が示した寿命延長の










Figure 21 酸化ストレス感受性アッセイ 
（A と B）野生型と dALS2 突然変異体を 1% 過酸化水素を含む培地で飼育し
たときの生存率を示す。野生型として Ex101/Ex101（マゼンタ）を用いた。 
dALS2 突然変異体として、Ex44/Ex44（A の青線）と Ex54/Ex54（B の青線）
 ５９ 
を用いた。生存曲線は log-rank test を用いて解析した。A と B は独立して２
回実験を行っており、そのうちの一回の結果を提示している（詳細は本文参照）。 
（C と D） Ex44/Ex44 が示した酸化ストレス高感受性表現型のレスキュー実
験の試み。Ubi-Gal4 を用いてトランスジーンを発現させ、表現型が回復するか
どうか検証した。野生型（マゼンタ）、Ex44/Ex44 突然変異体（青）、そして 















(1997) の Figure 16.9 より改変した。 
(B) ショウジョウバエ成虫の中枢神経系の染色像。中枢神経系内の限られた
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Supplemental movie 1 
コントロールの成虫の運動能力（羽化後 0-3 日目）。遺伝子型は 
OK371-Gal4/UAS-mmRFP である。 
 
Supplemental movie 2 
Rab5[S34N]を運動神経で発現させた成虫の運動能力（羽化後 0-3日目）。成虫を
底面に落とした後、 10 秒以上記録した。遺伝子型は  OK371-Gal4/+; 
UAS-Rab5[S34N]/+ である。 
 
 
 
